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@ Polyester auf der Basis von 4-Hydroxyalkansauren und Verfahren zu ihrer Herstellung. 



@ Die vorliegende Erfindung betrifft Polyester auf der Basis von 4-Hydroxyalkansauren, das Verfahren zu ihrer 
Herstellung, die dafur benotigten Mikroorganismen und die Venwendung der erfindungsgemaflen Polyester. 
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POLYESTER AUF DER BASIS VON 4-HYDROXYALKANSAUREN UNO VERFAHREN ZU IHRER HERSTEL- 

LUNG 



Die voiiiegende Erfindung betrifft Polyester auf der Basis von 4-Hydroxyalkansauren. Vertahren zu ihrer 
Herstellung und ihre Verwendung. 

Insbesondere betrifft die Erfindung Polyester auf der Basis von bis Cs 4-Hydroxyalkansauren, 
besonders bevorzugt sind Polyester auf der Basis von 4-Hydroxybutters3ure. 
5 Es ist bekannt, da^ bestimmte Bakterien in der Lage sind, Polyester aus 3-Hydroxybuttersaure-Resfen 
intrazellular anzureichern. Derartige Polyester finden sich als Granula insbesondere in Zellen obllgat aerober 
Mikroorganismen bzw. Bodenmikroorganlsmen. Diese Polyester liegen gaindsStzIlch als Polymere der Of-)- 
i3-Hydroxybuttersaure vor (Dawes. E.A. und P.J. Senior, Arch. Microbiol, Physiol. 14 , 203-266, 1973). 

Die bisher bekannten, uber mikrobiologische Verfahren erhaltenen, biologisch"abbaubaren Polyester aus 
10 gesattigten aliphatischen Hydroxymonocarbonsauren fAlkansauren). welche mit Hilfe von Alcaligenes eutro- 
phus herstellbar sind, bestehen aus Copolymerisaten, die entweder aus 3-Hydroxybuttersaure f3HB) und 4- 
Hydroxybuttersaure (4HB) mit zufallig variierenden Anteilen davon bestehen (M. Kunioka et al., Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 30 (6), 569-573, 1989) Oder die ein zufalliges Gemisch aus z»>vel verschiedenen 3- 
Hydroxyalkansauren enlhalten (DE-OS 38 11 231 , EP-A 288 908). 
IS Bisher ist kein Herstellverfahren fur isomerenreine Polyester aus 4-Hydroxyalkansauren bekannt 

Resorbierbare Polyester finden grofles Interesse im Bereich der medizinischen Ver//endung. Aufgrund 
vielfaltiger Anwendungen solcher Polymere, die zu nicht toxischen Produkten abgebaut werden, steigt das 
Interesse an resorbierbaren Polyestern mit genau definierter Struktur, 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung neue, resorbierbare und biodegradierbare Polymere mit 
20 definierter Struktur herzustellen, 

Gelost wurde die Aufgabe durch Bereitstellung von Polyestern auf Basis von 4-Hydroxyalkansauren. 
wobei bevorzugte Polyester isomerenreine Polyester davon sind. 

Die Herstellung der erfindungsgema/Jen Polyester erfolgt unter Verwendung von Mikroorganismen. 

Ferner v/urde gefunden, da/J in 4-Stellung hydroxy lierte, gesattigte allphatische Monocarbonsauren, 
25 vorzugsweise der Kettenlange Ca bis Cc, .insbesondere 4-Hydroxybuttersaure. als Ausgangsstoffe zur 
Herstellung von sowohl isomerenreinen Polyestern. als auch von Polyestern, die durch einen Gehalt an > 
40 mol %. >60 mol %, > 70 mol % Oder > 90 mol % an 4-Hydroxyalkansauren gekennzeichnet sind. 
verwendet werden konnen. wobei die Polymerisationsreaktion mit Hilfe von bestimmten Mikroorganismen 
und den davon hergestellten Mutanten erfolgen kann. 
30 Eine derartige Synthese zu solchen Polyestern war nicht bekannt und weir auch nicht zu er//arten, weil 
nach dem bisherigen Stand der Technik zum einen ausschliefiiich Copolyester erhalten werden konnten, 
die, bei Vemendung von 4HB als Kohlenstoffquelle einen variienden Anteil von 0 bis 37moI% 4HB 
enthalten (M. Kunioka et al., 1989. loc. cit.) und zum anderen nur die Biosynthese zu poly(3HB) bekannt ist. 
Die mikrobielle Herstellung von isomerenreinen Polyestern und solchen mit > 40 mol % an 4- 
35 Hydroxyalkansauren aus 4-Hydroxyalkansauren mufite daher als nicht durchfuhrbar betrachtet werden. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dafi mit Mikroorganismen, von denen bekannt ist, da5 sie 3HB 
ver/verten und in Form von Poly(3HB) akkumulieren (z.B. Dawes. E.A. und P.J. Senior. 1973. loc. cit.) oder 
die auch 4HB verwerten konnen und bekannterweise nur solche Copolymere anreichen. die innerhalb eines 
begrenzten Bereichs aus einem zufalligen Anteil von Poly(4HB) bestehen (0 - 37 mol %), die erfindungsge- 
40 ma/3en Polyester aus entsprechenden 4-Hydroxyalkansauren, insbesondere der Kettenlange On bis Cs, 
vorzugsv/eise 4-Hydroxybuttersaure. hergestellt werden konnen, wenn diesen Mikroorganismen im Wachs- 
tumsmedium eine entsprechende 4-Hydroxyalkansaure angeboten wird. Wenn derartige Mikroorganismen 
einem Mutationsverfahren unterzogen werden, konnen Mutantenstamme, die solche Polyester anreichern 
konnen. selektiv isoliert werden. 
45 Somit sind auch die Mikroorganismen. die zur Synthese einer PoIy(4-Hydroxyla!kansSure) aus den 
entsprechenden 4-Hydroxyalkansauren befahigt sind, Gegenstand der vorliegenden Erfindung, als auch 
solche, die durch Mutation dieser Mikroorganismen erhalten werden konnen. 

Gemai3 vorliegender Erfindung kann die Herstellung der erfindinngsgema/Jen Polyester, durch ein 
Verfahren erfolgen, welches die folgende Schritte umfa/Jt: 
50 1 . Anreicherung und Selektionierung einer Reinkultur eines Mikroorganismus oder die Herstellung einer 
Reinkultur einer Mutante davon, welche zur Synthese eines aus 4-Hydroxyalkansauren. vorzugsweise der 
Kettenlange C* bis Cs. insbesondere aus 4-Hydroxybuttersaure, bestehenden Polyesters befahigt sind. 
2. Zuchtung der Reinkultur dieser Mikroorganismen. entweder im Batch-. fed-Batchverfahren (Handbuch 
der Blotechnologie, Prave, P.; Faust, U.; Sittig, W.; Sukatsch, D.. Verlag Oldenburg, 2. Auf lage 1984), im 
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Zweischrittverfahren Oder im konlinuierlichen Verfahren, in einem Kulturmedium, welches erne der 
genannten 4-Hydroxyalkansauren. die gegebenenfalls als Salz. bespielsweise als Natrium- Oder Kaliums- 
alz, vorliegen kann. enlhalt. derart, dafl eine Anreicherung der entsprechenden Poly(4-HydroxyaIkansau- 
re) erfolgt. 

5 3. Isolierung des gebildeten Polyesters aus den Zellen der erflndungsgemafien IVIikroorganismen. 

Fur die Herstellung der erfindungsgema/Jen Polyester eignen sich alle diejenigen Mikroorganismen. 
insbesondere Bodenmikroorganismen. vorzugsweise aeroben Bodenmikroorganismen, oder die davon auf- 
grund bekannter Mutations- und Anreichungsverfahren (AUgemeine Mikrobiologie. H.G. Schlegel. Thieme. 
Verlag 6. Auflage 1985) erhaltiichen Mulanten-Stamme, die in der Lage sind. aus 4-Hydroxyalkansauren die 

10 entsprechenden Polyester zu synthetisieren. Diejenigen Mikroorganismen. von denen bekannt ist. daS sie 
2ur Synthese und Anreicherung von Poly{3-Hydroxybuttersaure) befahigt sind (Dawes. E.A. und P.J. Senior. 
1973. loc. cit), sind ganz bevorzugte Kandidaten. 

Insbesondere sind solche Mikroorganismen und davon hergeslellte Mutanten bevorzugt. die von den 
Genera Alcaligenes, Pseudomonas, Acetobacter, Nocardia, Actinomyces. Bacillus, Azotobacter. Aquaspinl- 

15 lum, Rhodospirillum, Paracoccus herstammen. Diese Mikroorganismen. von denen die Genera Alcafigenes 
und Pseudomonas ganz bevorzugte Ausgangsstamme fur die Herstellung der erfindungsgemaflen Polyester 
sind. sind aligemein bekannt und beschrieben (Sergey's Manual of Determinative Bacteriology. H.R. Kneg, 
J. G. Holt; Williams & Wilkins, Baltimore/ London Edition 1984) 

Zur Anreicherung der Mikroorganismen erfolgt eine Inkubation in einem Medium mit bekannter Zusam- 

20 mensetzung an Kohlenstoffquellen, Mineralsalzen und Spurenelementen bei einer Temperatur zwischen 20 
und 40* C , vorzugsweise in Bereich von 30'C. wie as beispielsweise in der EP-A 288 908 offenbarl wird. 
in Gegenwart einer entsprechenden 4-Hydroxyalkansaure. 

Die Herstellung der Mutanten der erfindungsgemaflen Mikroorganismen als Reinkultur. kann uber 
folgende Mutations-, Anreicherungs-, Selektions- und Kultiverungsverfahren erfolgen: 

25 Zur Auslosung der Mutation kdnnen die betretfenden Mikroorganismen nach Standard verfahren mit 
bekannten chemischen oder physikalischen Mutantionsauslosern behandelt werden. Beispielsweise kdnnen 
die Zellen fur diesen Zweck in Gegenwart von Nitrosoharnstoffen. Nitrit oder Ethylmethansulfonat mkubiert 
Oder energiereicher Strahlung ausgesetzt werden. 

Die Anreicherung der Mutanten erfolgt in entsprechender Weise wie bei den Wlldtyp-Zellen 

30 Fur die Selektion der Mutanten eignen sich Dichtegradientenzentrifugationen. 

Es wurde jedoch gefunden, dafl die Isolierung von Mutanten besonders gut gelingt. wenn sie tiber eine 
Zentrifugation in einem Percolldichtegradienten, beispielsweise nach Schubert. P. et aL. J. Bact. 170. 5837- 
5847, 1988. durchgefuhrt wird. 

Die Kultivierung der erfindungsgema/Jen Mikroorganismen und der daraus erhaltenen Mutanten kann in 

35 ubiichen Komplettmedien mit den bekannten synthetischen Oder nattiriichen Kohlenstoffquellen (C-Quellen) 
und mit den bekannten Stickstoffquellen und Mineralsalzen und Spurenelementen. wie sie beispielsweise in 
der EP-A 288 908 Oder von Schubert, P. et aL. 1988. loc. cit. offenbart werden, erfolgen. 

Uberraschendenveise wurde auch gefunden, dai3 mit den gefundenen Mikroorganismen schon beim 
ersten Schritt der Kultivierung erne der entsprechenden 4-Hydroxyalkansauren dem Medium zugegeben 

40 werden kann und daB gleichzeitig mit der Zellvermehrung eine Synthese und Anreicherung der erfmdungs- 
gema/Ien Polyester erfolgt. Dieses Verfahren hat den groflen Vorteil. daB fur eine weitere durchzufijhrende 
Zuchtung zum Zweck der Anreicheoing der erfindungsgemaflen Polyester schon praadaptierte Zellen zur 
Verfugung stehen und damit ein schnelleres Umschalten von Zellwachstum auf Speicherung der erfindungs- 
gemafien Polyester erfolgen kann. 

45 Diese erfolgreiche Durchfuhrung der Anzucht der erfindungsgemaOen Mikroorganismen in Gegenwart 
einer 4-Hydroxyalkansaure, entweder als einzige C-Quelle oder zusammen mit einer Oder mehreren 
weiteren der bekannten C-Quellen, war nicht zu erwarten, da bei vergleichbaren Verfahren bisher nur bei 
einem dort notwendigen zweiten Kultivierungsschritt das Medium mit der ma/3geblichen C-Quelle. beispiels- 
weise mit einer Poly(3-Hydroxybuttersaure). supplementiert wurde (z.B. EP-A 288 908). 

50 Die Dauer der Kultivienjng der erfindungsgemaBen Mikroorganismen und der daraus erhaltenen 
Mutanten richtet sich nach den Kulturbedingungen, die sich in der Hauptsache nach der Temperatur. dem 
Sauerstoffgehalt des Mediums (aerobe Bedingungen) und nach dem Medium selbst (Menge der C-Quelle. 
der Mineralsaize, der Spurenelemente, pH-Wert) richten. Fur die erfindungsgemaflen Mikroorganismen und 
die daraus erhaltenen Mutanten sind keine besonderen, dem Fachmann unbekannten Kulturbedingungen zu 

55 berUcksichtigen und es konnen jene Bedingungen gewahit werden, wie sie beispielsweise m der EP-A 288 
908 angegeben werden. 

Die Menge der jeweils eingesetzten 4-Hydroxyalkansaure richtet sich nach dem jeweiligen Mikroorga- 
nismus bzw. dem daraus erhaltenen Mutanten-Stamm. Es kann jedoch von Konzentrationen im Bereich von 
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0.1% (wt'vol), entsprechend lg 4-Hyclroxyalkansaure pro Liter Kulturmedium, bis 10% (wtvol). entspre- 

cliend lOOg/Liter, insbesondere 0.2% (wtVol) bis 5% (wt/VoI) ausgegangen v/crden. 

Die Zellernte kann allgemein wahrend der log-Phase bis in die stationare Phase erioigen, vorzugsweise 

in der statronaren Phase. Die Zellen konnen entweder nach einmaliger Kultur in ihrer Gesamtheit aus den> 
5 Medium gewonnen {batch- Oder fed-Batch-Verfahren) oder laufend uber eine kontinuierliche Kultur erhalten 

werden, beispielsweise durch Cibliche Zentrifugations- oder RItrationsverfahren. 

Die geernteten Zellen konnen, gegebenenfalls nach Waschen. beispielsweise mit einem Puffer, vorteil- 

hafterweise mit einem Phosphatpuffor, insbesondere mit einem Natriumphosphatpuffer mit neutralem pH 

(pH 7.0), gefroren. lyophilisiert oder durch Spruhtrocknung behandelt werden. 
10 Die Gewinnung der erfindinngsgemaBen Polyester kann nach bekannten Methoden erfolgen. be^/orzugt 

wird die Lyse oder die Extraktion mit organischen Losungsmittein, insbesondere durch chlorieile Kohlen- 

wasserstoffe, beispielsweise durch Chloroform oder Methylenchlorid. 

Die erfindungsgema/Jen Polyester sind als Thermoplaste leicht zu verarbeiten und vlelseltig ver/vend- 

bar. Beispielsweise in der Ghirurgie fur Gegenstande zum WundverschluB (z.B. Nahtmaterial, Klammern), 
75 als Befestigungselemente fur Knochen (wie z.B. Fixationsstifte. Platten, Schrauben, Dubel), als Trenn-. FCill- 

oder Abdeckmaterial (wie z.B. Gewebe. ^/lies, Watte); in der Pharmazle (wie z.B. als Hilfsstoff. Tragermateri- 

al. Freigabesysteme fiir Arzneimittel); zur Verkapselung und Mikroverkapselung von Substanzen und 

\/Virkstoffen (wie z.B. Pflanzenschutzmittein, Dungemittein, Aromastoffen. Lebensmittelzusalzstoffen, Farb- 

stoffen): zur Herstellung abbaubarer Verpackungsmittel (wie z.B. Foiien, Hohlkorper wie Flaschen, Ampullen. 
20 Dosen, Beutel, Schachteln, Kisten); zur Herstellung anderer Gegenstande v/ie z.B. Filme. Fasern, Faden/ 

Oder Formkorper des taglichen Bedarfs, bei denen eine Abbaubarkeit in der Umwel! erwunscht ist; als 

Ausgangsprodukt (Synthon) fur andere chemische Verbindungen. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, wobei her/orzuheben ist. 6aB die unter 

den Beispielen angegebenen Verfahren grundsatzlich auch fur andere Mikroorganismen, insbesondere der 
25 Gattungen Alcaligenes. Pseudomonas, Acetobacter. Nocardia. . Actinomyces. Bacillus. Azotobacter, Aqua- 

spirillum , Rhodospirillum , Paracoccus, vorzugsweise solchen. von denen bekannt ist, dai3 sie zur Synthase 

und Anreicherung von PoIy(3-Hydroxybuttersaure) befahigt sind (Dawes. E.A. und P.J. Senior, 1973, loc. 

cit), anwendbar sind. 

30 Beisplel 1 

A. Herstellung der Mutante SK2813 aus Alcaligenes eutrophus Stamm JMP222 (DSM 5630, hinterlegt nach 
Budapester Vertrag am 03.1 1 .1 989) 

35 Zellen von A. eutrophus Stamm JMP222 warden in einem Komplexmedium (wie unter B. angegeben) in 
Gegenwart von 50 mM Nitrit fur 10 Minuten bei 30 ' C inkubiert, danach in ein MIneralsalzmedlum (wie unter 

B. angegeben) ohne Ammoniumchlorid mit 0,5% Fructose uberfuhrt (Schubert. P. et al., 1983, loc. cit.) und 
fur 24 Stunden bei 30 C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Aus der erhaltenen Zellsuspension wurden 
die gesuchten Mutanten durch Zentrifugation in einem Percolldichtegradienten (75% (vol/vol) Percoll [Sigma 

40 Chemical Co., St. Louis] in 150 mM NaCI, 0,2 ml Zellsuspension [ca. 10^ Zellen]) wie beschrfeben 
(Schubert, P. et al., 1988. loc. cit.) isoiiert. Die gesuchten Mutanten wiesen eine geringere Dichte auf und 
bandierten oberhalb der Wildtyp-Zellen. Der Gradient wurde fraktioniert v/obei 0.1 ml Portionen auf MM- 
Fructose Platten mit 0.005% (volA/ol) NH^Ct plattiert wurden. Die Kotonien der gesuchten Mutanten 
erschienen weniger opak als diejenigen der Wildtyp-Zellen. Eine dieser Kolonien, als Mutante SK2813 

45 bezeichnet wurde fOr die weitere Aufarbeitung verwendet. 

B. Kultivierung (batch-Kultur) 

2 ml einer stationaren Vorkultur der aus Schritt A. erhaltenen Mutante von SK2813 /50rn!, 30* 0, 
50 Schuttelkultur) in einem Komplexmedium, bestehend aus Beef extract (3g) und Pepton (5g), gelost in einem 
Liter deionisiertem Wasser, wurden in 50 ml eines Mineralsalzmediums der Zusammensetzung 



55 



4 



EP 0 432 443 A1 



NazHPO. X 12H20 


9.0g 


KH2PO4 


1.5g 


NH4CI 


0.5g 


MgSO* X 7H2O 


0.2g 


CaCl2 X 2H2O 


0.02g 


Fe(in)NH4-Cltrat 


0.001 2g. 



'0 geiost in einem Liter deionisiertem Wasser. welches 10 ml einer Spurenelementlosung enthielt. der 
Zusammensetzung 



Titriplex lit 


500 mg 


FeS04 X 7 HzO 


200 mg 


ZnSO* X 7 H2O 


10 mg 


MnC(2 x4 H2O 


3 mg 


H3BO3 


30 mg 


C0CI2X6H2O 


20 mg 


CuCl2 X 2H2O 


1 mg 


NiCl2 X 6 H2O 


2 mg 


Na2Mo04 x2 H2O 


3 mg. 



geiost in einem Liter deionisiertem Wasser. supplementiert mit 0. 5% (wtvol) 4-Hydroxybuttersaure 
(Natriumsalz), inokkuliert und unter aeroben Bedingungen in einem Schuttelkolben bei 30 *C fur 48 h 
kultiviert. 



C. Charakterisierung des erhaltenen Polyesters 

Die aus Schritt B. erhaltenen Bakterien wurden uber Zentrifugation geerntet. mit Natriumphosphatpuffer 
(pH 7.0) gewaschen, gefroren und lyophilisiert. Die Zellen wurden anschlieBend einer Melhanolyse nach 
BrandL H. et al., Appl. Environ. Microbiol. 54. 1977-1982, 1988. unten^/orfen. Der Gehalt und die Zusam- 
mensetzung des in der Zelle akkumuIierterTPolymers wurde uber Gaschromatographie mit Methylestern 
von Hydroxyatkansauren als Referenzsubstanzen bestimmt (Brand). H. et al.. 1988. loc. at.). 

Die Analyse des erhaltenen Polyesters ergab einen Polyestergehalt von 18.8 Gew.% der Trockenzell- 
masse. Das Polymer bestand ausschliefllich aus Einheiten von 4-Hydroxybuttersaure (4HB)-Monomeren und 
lag somit als Homopolyester vor. 



^ Beispiel 2 

Es wurde wie unter Beispiel 1 angegeben verfahren. aufier das anstatt des Mutantenstammes SK2813 
der Wildtyp-Stamm A. eutrophus JMP222 verwendet wurde. 

Die Analyse des~vom Wildtyp-Stamm erhaltenen Polymers ergab einen Polyestergehalt von 21.5 Gew. 
% der Trockenzellmasse. Das Polymer bestand aus 92.1 mol% 4HB und 7.9 mol% 3-Hydroxybuttersaure 
(3HB). 



Beispiel 3 

Es wurde Beispiel 1 B. und C. wiederholt, aufler das ein Wildtyp-Stamm von Pseudomonas sp. anstelle 
des Mutanten-Stammes SK2813 verwendet wurde. 

Die Analyse des von dieser Pseudomonas-Mutante erhaltenen Polymers ergab einen Polyestergehalt 
von 18 Gew.% der Trockenzellmasse. Das Polymer bestand ausschliefilich aus 4HB und lag somit als 
Homopolyester vor. 

Beispiel 4 

Die Kultivierung erfolgte in diesem Fall in einem Zweischrittverfahren unter Verwendung des Wildtyp- 
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Stamms A. eutrophus Stamm JMP222. Im ersten Schritt wurde Stamm JMP222 in einem Komplexmedium 
(wie unter Beispiel 1 angegeben) fur 48h bei 30 'C unter aeroben Bedingungen inkubiert. 

Im zweiten Schritt wurden diese Zellen uber Zentrifugation geerntet und in einem Mineralsalzmedium 
(wie Beipiel 1), jedoch ohne NH^CI, suspendiert. Das Medium wurde mit 4-Hydroxybuttersaure (2%. wtvol) 

5 supplementiert. Die Zellen. die aufgaind des Fehlens einer Stickstoffquelie nicht wachsen konnten, wurden 
bei 30 *C fur 48h unter aeroben Bedingungen inkubiert. Die Bakterien wurden uber Zentrifugation geerntet. 
mit Natriumphosphatpuffer (pH 7.0) gewaschen. gefroren und lyophilisiert. Die Bestimmung des Gehalts und 
der Zusammensetzung des erhaltenen Polymers erfolgte wie unter Beispiel 1 ausgefiihrt. Der Gehalt an 
erhaltenem Copolymer betrag 42 Gew.% der Trockenzellmasse. Das Copolymer bestand aus 78.9 mol% 

10 4HB und 21.1 mol% 3HB. 

Beispiel 5 

Es wurde Beispiel 1 B. und C. wiederholt. aufier das Azotobacter sp. DSM 1721 anstelle von A. 
75 eutrophus JMP222 (Beispiel 2) verwendet wurde. ~ 
Der Gehalt an erhaltenem Copolymer betrug 14.6 Gew.% der Trockenzellmasse. Das Copolymer 
bestand aus 73,5 mol% 4HB und 26,5 mol% 3HB. 

Beispiel 6 

20 

Von je einer 10 ml Vorkultur mit den folgenden beschriebenen und erhaltlichen Bakterienstammen 

Alcaligenes eutrophus A7 (Schwien, U, Schmidt. E., Appl. Environ. Microbiol. 44, 33-39, 1982), Alcaligenes 
eutrophus CH34 (Mergeay, M. et al.. Arch. Int. Physiol. Biochem. 86. 440-441,1978), Alcaligenes eutrophus 
JMP222 (Pemperton, J.M. et al., In: Plasmids of medical and commercial importance [K.N. TImmis & A. 

25 Puhler, eds.J. Elsevier, Amsterdam. 1979), Alcaligenes eutrophus TF93 (ATCC 17697. DSM 531), Alcalige- 
nes xylosoxidans ssp. denitrlficans (Schmidt, T., Schlegel, H.G., FEMS Microbiol. Ecology 62, 315-328. 
1989). Pseudomonas oxalaticus (DSM 1105) ~~ 
in einem Komplexmedium analog Beispiel 18. wurden jeweils 50 ml Mineralsalzmedium analog Beispiel IB. 
welches 0.1 % (w/v) an 4-HydroxyvaIeriansaure (4H\/) als alleinige Kohlenstoffquelle enthielt, in einem 300 

30 mi Erienmeyer-Kolben beimpft. Die Kulturen wurden bei 30 *C geschUttelt. Nach erkennbarem Verbrauch 
der Kohlenstoffquelle wurde 4HV insgesamt vier- bis funfmal ad 0.1 % (w/v) nachgefuttert bevor die Zellen 
geerntet. gewaschen und im HInblick auf die Zusammensetzung des akkumullerten Polyesters analog 
Beispiel 1C. untersucht wurden. 

Die Analyse der durch die jeweiligen Bakterien enthaltenen Terpolyester ergab die folgenden Resultate: 

35 



Bakterienstamm 


Zusammensetzung des 




Anteil Polyester an 


Polyesters (mol %) 




Zelltrockenmasse {%, 










w/w) 












3HB 


3HV 


4HV 


A. eutrophus A7 


16,4 


29.3 


67,2 


3.4 


A. eutrophus CH34 


45.0 


15.0 


82.2 


2.7 


A. eutrophus JMP222 


17.3 


36,0 


58,8 


5.5 


A. eutrophus TF93 


31 ,0 


32,6 


63,9 


3,5 


A. xylosoxidans ssp.denitrificans 


33.7 


16,1 


80,8 


3.1 


P. oxalaticus 


32.5 


31.9 


65.8 


2.4 


3HB = 3-Hydroxybuttersaure 

3HV = 3-Hydroxyvaleriansaure 
4HV = 4-Hydroxyvaieriansaure 
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Beispiel 7 

In je 50 ml eines Komplexmediums gemafl Beispiel 1 B. wurden die in Beispiel 6 genannten Bakterien 

6 
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bis 2u liohen Zelldichlen kulliviert, danach liber Zenlrifugalion geemlel und wie in Beispiel 1C. beschneben 
gewaschen und anschlie/Jend jeweils in ein gleiches Volumen Mineralsalzmedium analog Beispiel 1B.. 
jedoch ohne Ammoniunachlorid (NHaCI), welches 0.5 Oder 2.0% (wv) 4-Hydroxyvaleriansaure (4HV) als 
alleinige Kohlenstoffquelie enthielt, uberfiihrt. In diesem Medium wurden die Zelien bei 30' C fur 48 
5 Stunden geschiittelt. Der molare Anteil von 4HV in den nach diesem Verfahren erhallenen Terpolyester war 
in der Regel hoher als nach dem unter Beispiel 6 beschriebenen Verfahren und betrug bis zu 8 mol °b. 

AnsprUche 

10 1. Polyester auf der Basis von 4-Hydroxyalkansauren. 

2. Polyester nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da0 sie isomerenreine Polyester smd. 

3. Polyester nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dai3 sie einen Gehalt an > 40 mol % emer 4- 
Hydroxyalkansaure enthalten. 

4. Polyester nach Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. da/3 die 4-Hydroxyalkalsauren C* bis 4- 
T5 HydroxyalkansSuren sind. 

5. Polyester nach Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus 4-Hydroxybuttersaure 
EInheiten bestehen. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Polyesters nach einem der AnsprUche 1 bis 5 unter Verwendung von 
Mikroorganismen. 

20 7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. daJ3 die Mikroorganismen Bodenmikroorgamsmen 
sind. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daiJ die Mikroorganismen ausgewahit smd aus den 
Gattungen Alcaligenes , Pseudomonas , Acetobacter . Nocardia . Actinomyces . Bacillus , Azotobacter. Aquaspi- 
rillum, Rhodospirillum, Paracoccus. 
25 9, Verfahren nach einem der AnsprUche 6 bis 8. dadurch gekennzeichnet. da/3 die Mikroorganismen 
Mutanten sind. 

10. Verfahren nach einem der AnsprUche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet. da/3 die Mikroorganismen und 
die daraus erhaltenen Mutanten in Gegenwart einer 4-Hydroxyalkansaure angezuchtet. angereichert oder 
kultiviert werden und nach der Zellernte die Polyester nach AnsprUchen 1 bis 5 aus diesen Mikroorganis- 

30 men Oder deren Mutanten gewonnen werden. 

11. Verfahren nach einem der AnsprUche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Mikroorganismen oder 
die daraus erhaltenen Mutanten zunachst in einem Komplexmedium angezuchtet werden. anschhe/3end in 
ein Mineralsalzmedium in Gegenwart einer 4-Hydroxyalkansaure kultiviert werden und nach der Zellernte 
die Polyester gewonnen werden. 

35 12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Mineralsalzmedium kern Ammonium- 
chlorid enthalt. 

13. Polyester, herstellbar nach einem Verfahren gema^ AnsprUche 6 bis 12. 

14. Verwendung eines Mikroorganismus gema/3 einem der AnsprUche 6 bis 9 zur Herstellung von 
Poiyestern nach Anspruchen 1 bis 3. 

40 15. Mikroorganismen zur Herstellung eines Polyesters nach Anspruchen 1 bis 5. 

16. Mikroorganismen nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet. da/3 es Bodenmikroorgamsmen sind. 

17. Mikroorganismen nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB sie ausgewahit smd aus den 
Gattungen Alcaligenes. Pseudomonas, Acetobacter. Nocardia. Actinomyes, Bacillus . Azotobacter. Aquaspi- 
rillum, Rhodospirillum. Paracoccus. 

45 18. Der Mutanten-Stamm SK 2813 aus Alcaligenes eutrophus Stamm JMP222. DSM 5630. hinterlegt am 
03.11.1989. 

19. Verwendung eines Polyesters nach AnsprUchen 1 bis 5 in der Ghirurgie, Pharmazie, zur Verkapselung 
und Mikroverkapselung von Substanzen und Wirkstoffen. zur Herstellung von Verpackungsmittein und 
Formkorpern. 

50 20. Formkorp>er, bestehend aus einem Polyester nach Anspruchen 1 bis 5. 
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